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Category      < 28 weeks     > 28 weeks 
  Control (n = 17) PE (n = 16) Control (n = 18) PE (n = 16) 
        
Non-twin Pregnancy (%)  82.35% +/- 39.30% 100% 83.33% +/- 38.35% 93.75% +/- 25% 
Age (yrs) 24.76 +/- 5.84 28.5 +/- 5.88 27.71 +/- 5.75 26.13 +/- 5.55 
First Pregnancy (%) 52.94% +/- 51.45% 62.5% +/- 50% 61.11% +/- 50.16% 62.5% +/- 50% 
Gestational Age (wks) 26.07 +/- 1.54 25.98 +/- 1.3 33.23 +/- 1.95 33.68 +/- 2.07% 
Severe PE (%) N/A 75% +/- 44.72% N/A 87.5% +/- 34.16% 
PE + HELLP (%) N/A 18.75% +/- 40.31% N/A 12.5% +/- 34.16% 
Antenatal Steroids (%) 70.59% +/- 46.97% 81.25% +/- 40.31% 55.56% +/- 51.13% 68.75% +/- 47.87% 
Birth Weight* (g)  921.41 +/- 217.63 680.75 +/- 174.69 2247.4 +/- 568.70 1848.31 +/- 581.33 
Placenta Weight** (g) 311.79 +/- 133.55 214.75 +/- 57.93 559.4 +/- 162.98 414.93 +/- 159.47*** 
Caesarean Section (%) 47.01% +/- 51.45% 62.5% +/- 50% 50% +/- 51.45% 68.75% +/- 47.87% 
          
Value +/- Standard Deviation 
*    In twins pregnancy, the weight of baby A is chosen to calculate the mean 
**  The mean placental weight is for non-twin pregnancies only 







































  Ctrl  PE  Ctrl  PE 
Under 28 
weeks 
619 (± 427a, n=11)  3481 (± 1464, 
n=15)* 
5.8 (± 6.5, n=5)  19.1 (± 7.8, n=4) † 
Over 28 weeks  2434 (± 956, 
n=16)‡ 
3144 (± 1258, n=15)  9.3 (± 9.1, n=5)  10.3 (± 6.6, n=3) 
a values are ± standard deviation 
* different from control by t‐test of square root‐transformed data, p=1.5E‐6 
‡ different from under 28 weeks by t‐test of square root‐transformed data, p=1.9E‐6  
† different from control, p=0.035 
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Figure 1.  Representative 2D gels indicate that FABP4 (inset) is increased in a preeclamptic placenta 
(right) in comparison to a control sample (left). 
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Figure 2.  The average normalized intensities from replicate 2D gels indicate that (a) FABP4 is 
upregulated in the placenta from preeclamptic pregnancies (grey bars) in comparison to controls (white 
bars), while (b) enoyl‐CoA hydratase and (c) Δ3,5‐Δ2,4‐dienoyl‐CoA isomerase are decreased.  n=10 for all 
samples and error bars represent standard deviations.    
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Figure 3.  Placental FABP4 protein increases with gestational age in control patients, but not in 
preeclamptic patients.  Western blots were used to determine the FABP4 protein concentrations in 
preeclamptic placentas (open circles) or in control placentas (filled triangles), normalized to actin.  The 
solid line indicates the best fit for control placentas (y=3.1x – 469.6, R2=0.49) and the dashed line 
indicates the best fit for preeclamptic placentas (y=‐0.1x +361.0, R2=0.00).   
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Figure 4.  FABP4 protein plasma concentration as determined by ELISA.  Plasma taken from 
women with preeclamptic or control pregnancies was subject to FABP4 analysis by ELISA assay.  * 
indicates significantly different from control (p=3.1E‐9, t‐test), † indicates different from <28 weeks 
(p=2.1E‐4, t‐test) and error bars indicate the standard deviation.  n=12 for control <28 weeks, n=17 for 
preeclamptic <28 weeks, n=4 for control >28 weeks, and n=2 for preeclamptic >28 weeks. 
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4BMaterials and Methods 
10BSample Collection of the Chorionic Villous (CV)  
Both preeclamptic and control placenta CV samples were collected immediately after delivery.  
12 individual 1cm x 1cm tissue samples per placenta were excised using a grid.  The basal plate decidua 
and the chorionic plate were surgically removed and each sample was snap frozen in liquid nitrogen.  All 
twelve samples from each placenta were pooled and stored at ‐80°C. 
11BProtein Extraction for 2D‐Gel Electrophoresis 
Pooled frozen CV was ground to a powder in liquid nitrogen.  To 200 µg of powdered CV was 
added 435µL of PE extraction buffer [4% CHAPS, 50mM ammonium bicarbonate, 20mM DTT 20µL/mL 
Ettan protease inhibitor mix (GE Healthcare Bio‐Sciences Corp. Piscataway, NJ), 5mM EDTA].  Protein 
extraction proceeded on ice with aspiration through  a 30.5 gauge needle followed by addition of urea 
and thiourea to a final concentration of 7M urea, 2M thiourea.  Samples were subsequently dialyzed in 
Slide‐A‐Lyzers (Pierce, Rockford, IL) against 1mM EDTA for 48 h.  Protein concentrations of the dialyzed 
samples were determined by Bradford Assay (Bio‐Rad, Hercules, CA). 
2D‐Gel Electrophoresis. 
Differential protein expression between control and preeclamptic placentae was quantified by 2‐
dimensional gel electrophoresis using the Ettan IPGphor II isoelectric focusing apparatus (GE Healthcare) 
for the first dimension and the the PROTEAN mini‐gel system (Bio‐Rad, Hercules, CA) for the second 
dimension.  Gels were stained with Sypro Ruby (Molecular Probes, Eugene OR) and imaged on a 
ProXPRESS Proteomic Imaging System (Perkin‐Elmer, Boston, MA).  Phoretix 2D Expressions gel 
documentation software (Non‐Linear Dynamics, Newcastle UK) was used for spot quantification.  Spots 
of interest were excised and identified using tryptic digestion and LC‐MS/MS on a Micromass Q‐tof 
18 
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Ultima Global (Waters, Milford, MA) using standard methods.  More detail on the 2D‐gels and protein 
identification can be found in the supplementary methods.   
12BFABP4 Analysis in Placental Samples by Immunoblotting. 
To each pooled CV tissue sample 1ml of extraction buffer (2% SDS, 50mM Tris pH 6.8) was 
added for each 500 mg of CV tissue being extracted.  The CV was homogenized using a PowerGen 700 
tissue homogenizer (Fisher Scientific) followed by protein extraction in a boiling water bath for 10 
minutes and aspiration through a 30.5 gauge needle.  The samples were spun at 15,000g for 15 minutes 
at 15°C and the supernatant was aliquoted and stored at ‐80°C.  Protein concentration was determined 
using a Bradford assay (Bio‐Rad).  10 µg of each placental protein extract was taken for immunoblotting 
using rabbit anti‐FABP4 (Cayman, Ann Arbor, MI).  Actin was used as a loading control.  More details can 
be found in the supplementary methods. 
FABP4 Quantification in Plasma 
Plasma was collected from patients prior to delivery.  The FABP4 concentration was assayed using the 
human adipocyte fatty acid binding protein ELISA assay from Biovendor (Czech Republic) according to 
the manufacturers instructions. 
13BQuantitative RT‐PCR. 
RNA was extracted from placenta samples and analyzed using a Taqman® RT‐PCR kit (Applied 
Biosystems, Carlsbad, CA) according to the manufacturers instructions.  FAPB4 RNA signal for each 
sample was normalized to a dilution series of pooled RNA, and then normalized to 18S RNA levels. 
14BLipid Analysis Using High Resolution Direct Infusion Mass Spectrometry. 
Lipids were extracted from placenta samples using a variation of the Bligh‐Dyer method49 and 
hydrolyzed by heating in KOH followed by re‐extraction, lyophilization and resuspension in in 1 ml of 
chloroform/methanol/water (7:2:1) with 0.1% NH4OH (details in supplementary methods).  Total fatty 
acids  were analyzed using a Varian 920 triple quadrupole 12 Tesla Fourier transform (FT) mass 
19 
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spectrometer (Varian, Palo Alto, CA).  Samples were introduced into the mass spectrometer using flow 
injection at a flow rate of 0.5 ul/min and ionized in negative mode by electrospray ionization from a 
stainless steel needle (Proxeon, Cambridge MA).  The inline triple‐quadrupole was set to scan between 
m/z 330 and 600 with a resolution of ± m/z 30 to fill the FT‐cell with ions of this mass range for 
maximum sensitivity and mass accuracy in the presence of more abundant shorter chain fatty acids.  
Transients were converted, using FT‐Doc software version 9.1.20 (Varian), to m/z ratios which were 
compared to a list of possible lipid species generated from the Lipid MAPS database50 with an error 
tolerance of ± 0.5 ppm.  The ion intensities were normalized to the total ion intensity for each sample.  
Each sample was analyzed in duplicate, and the relative intensities were averaged for each pair.   
 
15BStatistical Analysis 
Statistical analysis of gel spot densities was carried out using Phoretix 2D Expressions gel 
documentation software (Non‐Linear Dynamics).  All other statistical analysis was carried out using R 
(Team, R.D.C. R: A Language and Environment for Statistical Computing.  R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria, 2007).   Prior to any t‐tests, equality of variances was tested with an F‐test 
and normality was tested using a Kolmogorov‐Smirnoff test.  The placental FABP4 protein and plasma 
FABP4 data were square root transformed prior to t‐tests to equalize the variance.  Placental free fatty 
acids were not tested for normality or variance because of the small number of samples.  All reported 
values are mean ± standard deviation. 
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